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Abstract: To determine the direct effect of cadmium (Cd) on bone formation， the 
potential of Cd-treated bone marrow cel1s and demineralized bone matrix (DBM) to form 
bone and cartilage was assessed using a diffusion chamber (DC) in vivo， by measurement 
of biochemical parameters such as alkaline phosphatase (ALP) activity， total calcium and 
phosphorus contents， the bone-specific protein， osteocalcin content， and by the gene expres-
sion of osteopontin and osteocalcin. 
Diffusion chambers were inoculated with DBM and bone marrow cel1s from either Cd 
-treated or non-treated rats (control) and were then implanted subcutaneously into 
syngeneic non-treated rats. Unlikely in control DC， a peak of ALP activity did not occur 
at 4 weeks postimplantation in DC implants inoculated with Cd-treated bone marrow. ALP 
activity， and calcium and phosphorus contents in these Cd-treated DC implants were 
significantly lower than those of the control DCs at the early stage of implantation. The 
accumulation of osteocalcin in DCs with Cd-treated bone marrow was also significantly 
lower than that in control DCs. 
By gene expression analyses， osteopontin mRNA was intensly expressed in the DC with 
control and fol1owed with Cd-treated bone marrow DC 5 weeks after implantation. On the 
contrary， the expression of osteocalcin mRNA in the DCs with Cd-treated bone marrow 
was much lower than that in control DCs by both Northern blot analysis and also in situ 
hybridization. These results indicate that Cd administration restrains the osteoblastic 
differentiation pathway in bone marrow through direct effects on these cel1s. 
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骨髄を採取し， 35 units/m1のへパリン含有O目 01M















トに移植した. 3， 4， 5， 6週後に DCを摘出し，一部




濃硫酸と過塩素酸により湿式灰化後， Chen et alらの方
法12)で比色定量した.Ca， Piおよびオステオカルシンの
実験的骨形成モデルを用いた初期の骨形成に及ぼすカドミウムの影響 (255) 
抽出方法は，摘出した DCのメンプランフィノレターを除 ガロースゲノレ電気泳動とガラスビーズ(GeneClean Kit， 
去して，それぞれの新生骨組織の湿重量を秤量したのち BIO 101 Inc， CA， USA)により精製し，その塩基配列は
DC内新生骨組織を 20%蟻酸中でホモジナイズし DNAsequencer(DSQ-1 NE，島津理化器械K.K)により
40C48時間振還した.蟻酸抽出物の一部を Piおよびオス ラット OPcDNAであることを確認した.
テオカルシンの測定に供し，他の一部を 1mg/mlの塩化 2) cDNAプロープの 32p標識法
ストロンチウム溶液で 200倍に希釈し， Ca濃度の測定に ラット OCcDNA(363 bp， Dr. P. A. Price， UCLAよ
供した. り供与)，ラット OPcDNA(702 bp)およびラット β ア
Cd投与ラットの大腿骨，腔骨，肝，腎，骨髄中の Cd 7チン cDNA(207bp Dr. Y. Dohiより供与)は[a-32PJ
濃度は濃硝酸と濃過塩素酸により各組織を湿式灰化し dCTPとmulti-randomprimer labeling kit(Ready 
脱イオン蒸留水で希釈後原子吸光法で測定した To-Go: Pharmacia Biotech社製〉を用いてそれぞれラ
5. アルカリフォスファターゼ(ALP)活性の測定 ベノレした〔比放射能活性:8X108cpm/μg DNA). 
1mM MgCl2 を含む氷冷した 0.2% Nonid巴tP-40 3)全 RNAの抽出とノザンプロッティング法
0.5ml中でDC内新生骨をマイクロホモジナイザーに 全 RNAは移植 5週後の 6個の DCより酸性
より砕片したのち 40Cで15，000g 15分の遠心分離後，そ guanidine thiocyanate(AGPC)法問で、抽出した.全
の上清について ALP活性13)を測定した.すなわち RNA 5μgをMOPS(0.04M 3-(N -Morpholino) 
0.56 M 2-Amino-2-m巴thyl-1，3-propanediol(AMP propanesulfonic acid/5 mM  Sodium citrate/O. 5 mM  
buffer pH 9.8) /1. 0 mM  MgCl，/10 m M  p -N itro- EDT A， pH 7.2)ーホノレムアノレデヒド中で 650C，15分間加
ph巴nylphosphat巴からなる基質液 1mliこ先の上清を 5 熱変性させ，1.1%アガロースゲノレホノレムアノレデヒド中
μl加えて 3TC30分インキュベートしたのち， 0.2 N で電気泳動した.泳動後の RNAをエチジウムブロマイ
NaOHを2ml加えて反応を停止させ， 410 nmにおける ドで染色し 28Sと18Sのリボゾーム RNAのノミンドを
吸光度を測定した. ALP活性は骨組織 1mg当たり 30 確認し，ナイロンメンプランフィノレター(Hybond-N+; 
分間に基質から遊離した p-nitrophenolのμmole数で Amersham J apan社製〉に転写した.
表した 32pでラベノレしたそれぞれの cDNAプロープC1.6X
6. オステオカノレシン量の測定 107 cpm)を添加した QuickHyb™液(Stratag巴ne 社製
DC内新生骨を 20%蟻酸中でホモジナイズして CA，USA)中でナイロンメンブレンを 680C，2時間ハイ
rC48時間脱灰後，その脱灰抽出物を Sephadex G ブリダイズしたのち常法に従って充分洗浄した.ハイブ
25 (fine)カラムにより脱塩し，蛋白画分を凍結乾燥して リダイズしたナイロンメンプランを KodakXO mat™ 
オステオカノレシン(OC)のRadioimmunoassay(RIA)に フィノレムに -800C下で 48時間露光してオートラジオグ
供した.ラット OC標品はOhtawaraet alの方法14)で精 ラムを作製した.
製した.すべての試料について抗ラット OCウサギ血清 8. In si似ハイブリダイゼーション法
とラット 1251標識 OCを用いた R1A法で定量した15). 1) OC cDNA挿入プヲスミドの作製
7. cDNAプロープの作製とノザンプロッテイング法 プラスミド SP6/0CcDNAの作製法は SP6とT-7
1)ラットオステオポンチンCOP)cDNAの作製法 のプロモータ _18)を含むプラスミドベクター(pSP6/T 
ラット OPのcDNAは次のように作製した.ラット 7)の EcoR1切断部位にEcoR1 OC cDNA断片を T4
OPのDNA塩基配列)16)より Pro57から GlU64に相当す DNA ligaseを用いて挿入し，大腸菌 HB101にトラン
る24-m巴rのoligonuc1eotideを5'側のプライマーとし スフォームした.得られたクローンのプラスミド DNA








BamHIにより直鎖にした pSP6/T-7/rev OC. DNA(4 
μg)をテンプレートとして， RNase inhibitor(RNasin) 
を20units，非標識 ATP，CTP， GTPをそれぞれ 10
nmol，非標識 UTP0.5 nmol， DIG-l1-UTP 10 nmolを
終濃度 1x転写用緩衝液(40mM Tris-HCl pH 7.5/6 
mM  MgCl2/2 mM  spermidine HC1/5 m M  NaCI) ， 6 
mMのジチオスレイトーノレ(DTT)に混合し，最後に
SP6 RNAポリメラーゼ 45unitsを加え全量 30μ!とし















70 %， 90 %， 100 %各エタノ-;レで、順次脱水した後，キ








20分ずつ 3回浸潰して脱パラファン完了後， 100 %エタ
ノーノレ 3回， 90 %， 70 %エタノーノレで 15秒ずつ順次親
水し，さらに PBSに1分間漬けたのち 4% PFA/PBS 
で4'C，20分間再固定した.0.2N塩酸に 20分， PBSに
1分間漬け内因性 ALPを失活させた.プロテナーゼK
(10μg/ml 10mM Tris-HCl buffer/1mM EDTA 
(TE))で3TC，17分反応させた後， PBSに1分， 0.lM
トリエタノールアミン塩酸(TEA，pH 8.0)に1分， 0.25 
%無水酢酸/TEAに10分浸潰し，アセチノレ化を行った
のち， PBSに1分間つけ， 70 %， 100 %エタノーノレで、順
次脱水したのち風乾した.
ハイブリダイゼーション溶液は， DIG-RNAプローブ
(0.6μg)， tRNA(80μg， Bakers Yeast transfer RNA， 
Sigma社製)， 20mM Tris-HCl(pH8.0)， 2.5mM 
EDTA(pH 8.0)， 1 x D巴nhart's液， 0.3 M NaCl， 50 % 
ホルムアミド， 10 %硫酸デキストラン(Sigma社製)，







50'Cの5xSSC(O. 075 M Sodium citrate/O. 75 M 
NaCI)中で、スライドガラスからパラフィルムを除去し，
2 xSSC/50 %ホノレムアミド中で 50'C30分間加熱後， 10 
mM  Tris-HCl buffer pH8.0/500mM NaC1/1mM 
EDTA(TNE)中で 3TC，10分間，ついで 1μg/mlの
RNase A(Sigma社〕を加えた TNE中で 3TC，30分間




cleic acid det巴ctionKit(Boehringer Mannheim社製〉
を用いて行った.室混で Digbuff巴r1(0.1 M Tris-HCI/ 
0.15 M N aCl， pH 7.2)で5分，1.5%ブロ γキング溶液/
Dig buffer 1で60分， Dig buffer 1で1分処理したの
ち， 500倍に希釈した ALP標識抗ジゴキシゲニン抗体を
30分間反応させた. 0.02 % Tw巴en20含有 buff巴r1で
2回15分間洗浄し， buffer 3 (0.1 M Tris-HCI/0.1 M 
NaC1/0.05 M MgCl2， pH 9.5)に3分浸潰した後 ALP
の基質である NBT(nitrobluetetrazolium salt)とX









髄，皮質骨，肝臓，腎臓への Cdの蓄積量を Tabl巴 lに
実験的骨形成モデルを用いた初期の骨形成に及ぽすカドミウムの影響 (257) 
4μm-th i ck sect i ons mounted on APTES-coated s I i des 
↓ 
Deparaffinization and rehydration 
↓ 
Postfixation in 4目 PFA/PBS，RT， 20 min 
↓ 
Immerse in 0.2 N HCI， RT， 20 min and wash with PBS， RT， 1 min 
↓ 
Treat wi th 10μg/ml Proteinase K/TE， 37"C 15 min 
↓ 
Actylation with 0.25" aeetic anhydride in TEA， RT， 10 min 
↓ 
Immerse in PBS， RT， 1 min 
↓ 
Dehydration and air dry 
Hybr i d i ze， 50"C， 16h wi th heat denatured DIG-RNA probe 
↓ 
RNase A digestion， 37"C， 17 min 
↓ 
Immerse in Dig buffer 1 (0. 1M Tr i s (pH7.5)， 
O.15M NaCI) ， RT， 1 min 
↓ 
Dip in 1. 5" blocking solution in Dig buffer I 
RT， 60 min 
↓ 
Incubate with anti-digoxigenin antibody (1 500) 
conj ugate to a I ka I i ne phosphatase， RT， 30 mi n 
↓ 
Rinse in Dig buffer 3 ( O.IM Tris (pH9.5)， 
O.IM NaCl， O.05M MgCI2) ，日T3 min 
↓ 
Color reaction with NBT and BCIP in buffer 3， 
RT， over night 
↓ 
Counterstain with methylgreen 
Fig. 1. Proc巴dur巴 ofin situ hybridization. 
Table 1. Cadmium concentration in rat tissu巴safter Cd投与量の約 87%は肝臓と腎臓に蓄積され，血清中の
repeated subcutan巴ous巴xposur巴 toCdClCdは5.13ng/mlと顕著に低濃度であったにもかかわ
Tissue Cd μg/ g wet tissue Control 
Cd exposure 
Serum 5.13士1.1"(6) ND(5) 
Bone marrow 3.22:t 0.76 (6) ND(5) 
Bone 0.76士 0.28(12) ND(5) 
Liver 50.95土18.81(12) <0.1(5) 
Kidney 44.91士 5.97(17) <0.1(5) 
Every value in mean士SD. Numeral is parentheses in 
number of rats. Tissues and blood were taken from the Cd 
treated rats 3 days after the last Cd administration. 
Control is no Cd exposure. ND， not detected 
"ng/ml 
示した. Cd投与群のラット骨髄，肝臓，腎臓への Cdの
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Fig. 2. Soft X -ray radiographs of diffusion cham 
b巴rsinoculated with bone marrow c巴l1sand 
DBM 3 and 6 weeks after subcutan巴ousim-
plantation. Bone marrow ce11s were obtained 
from Cd tr巴at巴drats (Cd-BM) and control 
rats (CTR). Radioplaqu巴 configurations
which indicate mineralized structures ar巴












Fig. 3. Light micrographs of cross s巴ctionsof the 
diffusion chambers containing control bone 
marrow (a) and Cd-treated bone morrow (b) 
with DBM 5 we巴ks after implantatio日
(h巴matoxylinand eosin staining， x 100) 
At the top of th巴 newlyformed bon巴， the 
surfac巴 isin c10se contact with the Millipore 
m巴mbrane filter. Bone tog巴ther with 
osteocytic lacuna巴 (B)is c1early seen in c10s巴
prox}mity to the membran巴 filter，and carti 
lag巴. (C) is found toward the cent巴rof the 
DC. 
M， indicates DBM 
示す CaとPiの蓄積量は対照群， Cd投与群ともに 4週 いた.




素活性は 4週にピークを示した. Cd投与群の DC内 骨基質蛋白質の遺伝子発現に対する Cdの影響を検討し
ALP活性は移植後 3-5週の期間，対照群より有意に低 た.
かったが 6週後には対照群の活性値と近い値を示した 移植後5週間を経た両群の DC内組織から抽出した全
(Fig. 5). RNA 5μgをアガロースゲノレ電気泳動後， 32pでラベノレ
DC内で新しく合成された OCの量を測定すると，対 したラット OCおよびOPcDNAをプロープとしてノ
照群では5週以後顕著に増加したが Cd投与群ではOC ザンプロッティング法で分析した後のオートラジオグラ
の合成は著しく抑制された(Fig.6). この OC蛋白量の ムを Fig.7に示した.
経時的変化は特に Piの蓄積量の経時的変化と並行して 1.5 kbの位置に OPmRNAのバンドとして 32pの集
(259) 
3 4 56  
Weeks post-implantation 
Fig. 5. Alkalin巴 phosphataseactivity within diffu四
sion chamber implants. 
Results are巴xpressedas mean土 SEMfrom 
8 or 9 DC implants for the control (open 
bars) or Cd-treated (hatched bars) bon巴
marrow ce11s and DBM 
Astarisks indicate significant diff巴r巴nce



































































Fig. 6. Ost巴ocalcinconcentration in diffusion charrト
b巴rimplants. 
Each data represents th巴m巴anand SEM of 
duplicate RIAs from 8 or 9 implants for the 
control (open bars) or Cd-treated (hatched 
bars) bone marrow ce11s and DBM. 
Astarisks indicat巴 significant diff巴rence




3 45  
Weeks post-implantation 
Fig. 4. Calcium and phosphorus concentration in 
diffusion chambers explant巴d3 to 6 weeks 
aft巴rimplantation. R巴sultsare expr巴s巴das 
mean土SEMfrom 8 or 9 DCs implanted with 
control (open bars) or Cd-treated (hatch巴d
bars) bone marrow c巴1sand DBM. 
Astarisks indicate significant differences 
between control and Cd-treat巴dbone mar 




















← 1.5 kb 
← 0.6 kb 
← 1.2 kb 
Fig目 7.Northern blot analysis of osteocalcin and osteopontin mRNA 
in DC at 5 weeks aft巴rimplantation目 TotalRNA (5μg) was 
loaded on巴achlane. RN A transf巴rredto a nylon filter was 
hybridized with 32P-Iab巴led0目36and 0.70 kbp cDNA for rat 
ost巴ocalcinand osteopontin， respectively， and the duration of 
autoradiographic exposure was 48h. Th巴mRNAlev巴Isof rat 















































4乏-‘._J. _，.J . 
Fig， 8， 1:珂 situhybridization for osteocalcin mRNA in DC implants 5Ca， b) and 6Cc， d) weeks 
after implantation， Section were incubated with DIG-UTP-labelled antisense (posi-
tive) RNA transcripts， Binding of AP-conjugated anti-DIG-antibody followed by 
reaction with AP substrate solution generated a purplc coloration in positively 
巴xpressingcells， 
Control sections， (a， c) 
Cd-treated s巴ctionsら(b，d) 
B， bone; M， DBM ; F， membrane filter. 




















































期直後から I型コラーゲ γのmRNAが，そして ALP
mRNAが発現されついで数日遅れて OP，最後に OCが
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移植法を応用して，Cd曝露ラット骨髄細胞から骨芽細胞 studies回 初 Cadmium in the Environment 
への分化を， Ca， Piの蓄積量， ALP活性，骨基質蛋白質 (Nriagu， ].0.， edふPart2， Jhon Wiley and Sons， 
オステオカノレシン(OC)量等生化学的マーカーの推移や NewYork， pl-38， 1981目
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(OP)のmRNAの発現は Cd投与群の DCでやや弱いも 260， 1973 
のの， Cd投与群，対照群ともシグナノレ強度は強かった のYuhas，E. M.， Miya， T. S. and Schnell， R. C. : 
一方成熟した骨芽細胞で、発現される OCmRNAの発現 Influence of cadmium on ca1cium absorption 
量は Cd投与群で，顕著に低下した fromthe rat intestine. Toxicol. Appl目 Pharmacol
Iη situハイブリダイゼーション法の検討でも， Cd投 43 : 23-31， 1978目
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DC内骨形成の低下は骨髄細胞の未分化問葉細胞の骨芽 cation. Arch. Environ. Health 30 : 559-562， 1975. 
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